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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo reproducir microorganismos eficientes autoctonos (EMA)
en forma liquida y evaluar su viabilidad microbioldégica mediante técnicas basicas de
laboratorio. El estudio se desarroll6 en la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, Extension
El Carmen, utilizando un sistema de fermentacién en tanques de 180 L. La captura de los
microorganismos se realizé mediante trampas elaboradas con arroz cocinado, melaza y proteina
animal, colocadas en diferentes zonas montafiosas con cobertura vegetal. El material
fermentado obtenido se utilizd para la elaboracion de una soluciéon madre. A partir de esta
solucién se establecieron dos tratamientos. El Tratamiento 1 estuvo conformado por solucion
madre (15 L), yogurt natural (3 L), suero de leche (4 L), soya (3 lb) y melaza (2,5 L). El
Tratamiento 2 incluy6 solucién madre (15 L), yogurt natural (3 L), leche entera (3 L), soya (3
Ib) y mucilago de cacao (2,5 L). Ambos tratamientos se sometieron a fermentacion liquida
durante 30 dias bajo condiciones controladas, sin agitacion mecanica. La metodologia
microbioldgica consistid en la evaluacion del recuento de bacterias acido-lacticas mediante el
método de siembra en placa por vertido (pour plate) utilizando agar MRS, expresando los
resultados en unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC-mL™). Los resultados
evidenciaron la presencia de bacterias 4acido-lacticas en ambos tratamientos, registrandose una
mayor concentracion en el Tratamiento 1 (1,6 x 10® UFC-mL™') en comparacion con el
Tratamiento 2 (1,8 x 107 UFC-mL™). Se concluy6 que la composicion del medio fermentativo

influy6 en la densidad microbiana alcanzada.

Palabras clave: microorganismos eficientes, fermentacion liquida, soluciéon madre,

biotecnologia agricola.
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ABSTRACT

The aim of this study was to reproduce autochthonous efficient microorganisms (AEM) in
liquid form and to evaluate their microbiological viability using basic laboratory techniques.
The research was carried out at the Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi (ULEAM), El
Carmen campus, using a fermentation system based on 150 L tanks. Microorganisms were
initially captured using traps prepared with cooked rice, molasses, and animal protein, which
were placed in different mountainous areas with natural vegetation cover. The fermented solid
material obtained was subsequently used to prepare a mother solution. Two liquid treatments
were formulated from this mother solution. Treatment 1 (T1) consisted of 15 L of mother
solution, 3 L of natural yogurt, 4 L of whey, 3 Ib of soybean, and 2.5 L of molasses. Treatment
2 (T2) included 15 L of mother solution, 3 L of natural yogurt, 3 L. of whole milk, 3 Ib of
soybean, and 2.5 L of cocoa mucilage. Both treatments were subjected to liquid fermentation
for 30 days under controlled conditions, without mechanical agitation. The microbiological
methodology focused exclusively on the enumeration of lactic acid bacteria, determined by the
pour plate method using MRS agar. Results were expressed as colony-forming units per
milliliter (CFU-mL™). Lactic acid bacteria were detected in both treatments, with a higher
concentration observed in T1 (1.6 x 10®* CFU-mL™") compared to T2 (1.8 x 10”7 CFU-mL™).
These findings indicated that the composition of the fermentation medium influenced the final

microbial density achieved.

Keywords: efficient microorganisms, liquid fermentation, mother solution, agricultural

biotechnology.

\%



CAPITULO I
INTRODUCCION

Los llamados microorganismos eficientes (EM) se dieron a conocer como consorcios
liquidos de bacterias acido-lacticas, levaduras, bacterias fotosintéticas, actinobacterias y hongos
fermentadores capaces de coexistir en cultivo y aplicarse como bioinsumos agricolas y
ambientales (Toalombo, 2012). Esa idea gan6 forma en los trabajos pioneros de Teruo Higa en
Japon a partir de los afios 1980, y fue difundida con el concepto de “agricultura de naturaleza”

y de mezclas microbianas funcionales, no de cepas unicas (Toalombo, 2012).

Actualmente se distingue el uso de microorganismos autoctonos (IMO/EMA),
capturados y multiplicados desde matrices locales (hojarasca, suelos boscosos), por su mejor
adaptacion edafoclimatica (Suquilanda, 2003). O’Callaghan et al. (2022), establecen que, en la
ultima década, son multiples los estudios que permitieron evaluar el uso de EM/IMO como
bioestimulantes y biofertilizantes, reportando mejoras en rendimiento y calidad en hortalizas,
lo que permiti6 reducir el uso de fertilizacion quimica. Asi mismo, se describio recuperacion
de pastizales degradados y mejoras fisicoquimicas y bioldgicas de sustratos bajo manejo con

consorcios (Borowiak et al., 2021).

En ambientes pecuarios, combinaciones de Lactobacillus, Bacillus y Saccharomyces
mejoraron caracteristicas del compost y el entorno de establos cama-caliente, ilustrando la
versatilidad de los microrganismos eficientes autdctonos (Liu et al., 2009). Estos efectos se
atribuyen a la mineralizacion acelerada, produccion de metabolitos (acidos organicos,

vitaminas), competencia microbiana e induccion de defensas vegetales (Higuera et al., 2018).

Mas alla del suelo, la literatura reportd aplicaciones ambientales: control de
eutrofizacion en embalses mediante EM liquidos y “bokashi balls”, y mejoras en parametros
microbioldgicos y fisicoquimicos del agua; revisiones recientes sistematizaron su uso en
tratamiento de aguas residuales, lodos y compostaje, resaltando potenciales mejoras en la
calidad del compostaje, lodo y desde luego mejorando la calidad del agua residual (Chang et al.,

2007).

Estas experiencias sustentan que los consorcios microbianos, bien formulados, pueden
integrarse como soluciones basadas en la naturaleza para saneamiento y gestion de residuos
organicos como lo menciona Suquilanda (2003). Sin embargo, la evidencia es heterogénea:

ensayos de largo plazo en clima templado no hallaron mejoras consistentes de EM sobre



rendimiento o calidad del suelo; y las revisiones sobre inoculantes subrayan que la eficacia
depende de calidad de formulacidén, compatibilidad con el agroecosistema, densidad viable,

manejo y tiempos de aplicacion (Demir et al., 2024).

En consecuencia, la linea de trabajo “Incorporacion de implementos para la
reproduccion de microorganismos eficientes autoctonos, de forma liquida” se orient6 a disefiar
y validar un kit minimo y un protocolo estandarizado de captura activacion multiplicacion
control de calidad; su implementacion en la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi,
Extension El Carmen, servira como plataforma docente y de investigacion aplicada, con

unidades demostrativas y soporte de extension para productores del canton.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el cantén El Carmen, la produccion agricola mostro limitaciones para reproducir en
forma liquido microorganismos eficientes autdctonos (EMA) con calidad constante. La
ausencia de un kit de implementos estandarizado y de un protocolo claro para activacion,
multiplicacion y control de calidad constituyo la causa principal que provocé indculos con baja

viabilidad, lotes inestables y resultados agrondmicos poco previsibles (Gamez-Zamora, 2016).

La carencia de recipientes grado alimentario con sello hidraulico, filtros adecuados,
fuentes de carbono definidas y equipos basicos de control (pH-metro, termdémetro, medidor de
°Brix) derivd en contaminacion recurrente, tiempos de produccion elevados y dificultades para
conservar la estabilidad microbiana en el medio liquido (Higuera et al., 2018). Esta situacion
impidid establecer curvas de madurez confiables y comprometié la dosificacion precisa en

cultivos en campo.

Ademas, la falta de indicadores operativos validados (pH objetivo, °Brix de referencia
y concentracion viable en UFC-mL™") puede limitar la capacidad de seguimiento y reducir la
comparabilidad entre lotes y entre fincas. Como efecto, los productores del canton mantuvieron
dependencia de insumos sintéticos de respuesta rapida y postergaron estrategias de produccion

mas limpia, pese a la disponibilidad de fuentes microbianas locales.
PREGUNTA DE LA INVESTIGACION

(La incorporacion de un kit de implementos estandarizado y un protocolo con control
de calidad para la reproduccion liquida de EMA increment6 la concentracion y estabilidad del

inéculo y, a la vez, redujo la contaminacién y el tiempo de produccion?



JUSTIFICACION

La agricultura orgénica representa una via concreta para mejorar rentabilidad y
sostenibilidad, al priorizar alimentos con menor carga de residuos y al disminuir la dependencia
de insumos sintéticos (Higuera et al., 2018). Sin embargo, mantener productividad y calidad
exigi6 recuperar la fertilidad bioldgica del suelo y estabilizar procesos de ciclado de nutrientes

(Toalombo, 2012).

En ese contexto, Mera (2022), menciona que los microorganismos eficientes autdctonos
(EMA) en formulacion liquida se justificaron como una alternativa técnica y econdmicamente
viable. Al aplicar los microorganismos eficientes en dosificacion precisa en integracion con
fertirriego o aspersion y verificacion rutinaria de calidad (pH, °Brix, viabilidad), se le
proporciona al cultivo las condiciones necesarias para escalar una produccion mas limpia sin

comprometer el rendimiento (Suquilanda, 1996).

En cultivos perennes como Musa AAB y cacao, y en pasturas clave como pasto saboya
(Megathyrsus maximus) y braquiarias (Urochloa spp.), los consorcios microbianos bien
formulados favorecieron la disponibilidad de nutrientes, la colonizacidén benéfica de rizosfera
y filosfera y la modulacion de defensas, con efectos positivos sobre crecimiento, eficiencia de
uso de nutrientes y estabilidad productiva; estos beneficios dependieron de alta viabilidad y
compatibilidad del inoculante con el agroecosistema (Da Silva-Ferreira & Maia-Barbosa, 2013;

Mera, 2022).

La forma liquida, permite posibilitar ajustes de concentracion y tiempos de madurez, ya
que al aplicar puede resultar més adecuada para ventanas criticas de manejo en diversos cultivos
como banano, platano, cacao y sistemas forrajeros (Reinaldo, 2020). Para garantizar esta
consistencia, se requirié estandarizar un kit minimo de implementos y un protocolo operativo:
recipientes grado alimentario con sello hidraulico, filtracion, fuentes de carbono definidas y
medicion basica de pH y °Brix, junto con un mddulo de caracterizacion sencilla de cepas

dominantes (morfologia de colonias, tincion de Gram, recuentos selectivos) (Liu et al., 2009).

Esta estandarizacion puede reducir contaminacion, ademas de acortar tiempos de
propagacion, mejorar la trazabilidad de los microrganismos eficientes autdctonos y permitir
comparar lotes entre fincas, condiciones imprescindibles para decisiones técnicas y econdmicas
en el canton. Con ello, se cred una base operativa para elevar productividad en los rubros més

representativos de El Carmen y avanzar hacia metas locales de produccién mas limpia.



OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer los implementos para la reproduccion de microorganismos eficientes
autoctonos, de forma liquida.

Objetivos especificos

Especificar y poner en uso los implementos, materiales y criterios de bioseguridad

requeridos para la reproduccion liquida de EMA.

Identificar y caracterizar las cepas presentes en los EMA obtenidos mediante técnicas
de microbiologia basica y registrar su viabilidad y predominancia para relacionarlas con el

desempefio del proceso.

HIPOTESIS
. Hipotesis nula (Ho)

La estandarizacion de los implementos y del protocolo operativo para la reproduccion
liquida de EMA mejora significativamente la calidad microbioldgica y la consistencia del
proceso, evidenciada menor tasa de contaminacion con un perfil de cepas estable y

predominante entre lotes.

. Hipotesis alternativa (H.)

La estandarizacion de los implementos y del protocolo operativo para la reproduccion
liquida de EMA no mejora la calidad microbioldgica ni la consistencia del proceso

evidenciando una mayor tasa de contaminacion.

METODOLOGIA



1.1. Localizacion de la unidad experimental

La investigacion se ejecuto en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Laica
Eloy Alfaro de Manabi (ULEAM), Extension El Carmen. El indculo autéctono se obtuvo de un
bosque no intervenido de cuatro ha perteneciente a la Universidad, seleccionado por su minima

perturbacion y alta diversidad microbiana.

Se establecieron puntos de muestreo sistematicos y se recolectaron sustratos
representativos (hojarasca, suelo 0—10 cm, rizosfera y materia organica en descomposicion) con

material estéril y trazabilidad mediante fichas de campo.

Figura 1. Localizacion geogrdfica del area de estudio
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Nota. Tomado de Google Maps, (2025).

1.2. Caracterizacion climatica de la zona

A continuacion, algunas caracteristicas climaticas del canton:

Tabla 1. Caracteristicas climatologicas de la localidad

Caracteristicas El Carmen
Clima Tropico Himedo
Temperatura (°C) 24
Humedad Relativa (%) 86
Heliofania (Horas luz afio™) 1026,2
Precipitaciéon media anual (mm) 2659
Altitud (msnm) 249

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI, 2022)



1.3. Materiales

Tabla 2. Materiales, equipos y reactivos utilizados en la captura solidad e identificacion de las

cepas de los microrganismos eficientes autoctonos

Materiales
para los Equipos Reactivos Identificacion de cepas
sustratos
Tarrinas Tubos de ensayo | Agua destilada Soluoc i6n salina estéril NaCl
0,85%
Medias de Cajas Petri Agar nutritivo Placas Petri estériles
nylon
. Cristal violeta (colorante .
Machete Jeringa principal) Agar Nutritivo (NA)
Ligas Mechero Lugol (mordiente) Agar MRS
Arroz Gr’ad'1 lla de Alcohol-cetona (decolorante) |PDA
plastico
Melaza Pipetas de 1 mL Safranina (colorante de Asas de siembra
contraste)
Cebada Pipetas de 10 mL | Aceite de inmersion Me.c hero Bunsen o
incinerador
Trigo Pera de goma Tubos Falcon + gradillas
Frascos de Micropipetas + puntas
esterilizacion estériles
Espatula Incubadora

Balanza analitica

Microscopio optico

Agitador vortex Kit de tincién de Gram
Cab.lna de flujo Aceite de inmersion

laminar

Microscopio Peroxido de hidrogeno 3%
Asa de glaski Reactivo de oxidasa (Kovacs)
Portaobjetos Alcohol 70% y desinfectantes

Tabla 3. Materiales y Equipo para la produccion de la solucion madre

Materiales y equipos Especificacion Observaciones

Grado alimentario, Preparacion y fermentacion del
capacidad > 180L medio liquido

Recipientes plasticos con tapa

Solucion madre d

e ., .
. . . Liquida
microorganismos eficientes

In6culo microbiologico

Yogurt natural Sin azucar ni conservantes Fuente de bacterias dcido-lacticas



Materiales y equipos

Especificacion

Observaciones

Suero de leche

Leche entera

Soya

Melaza

Mucilago de cacao

Agua

Fresco, sin aditivos

Sin aditivos

En grano o triturada

Grado alimentario

Fresco

No clorada

Limpia y desinfectada

Fuente microbiana y nitrogenada
(T1)

Fuente microbiana (T2)

Fuente de nitrogeno organico
Fuente de carbono fermentable
(T1)

Fuente de carbono y compuestos
bioactivos (T2)

Medio de dilucion

Homogeneizacion del medio

Varilla pléstica o espatula

Almacenamiento del producto

-1 L
500-1000 m final

Frascos ambar con tapa

Alcohol al 70 % y toallas — Higiene durante el proceso

1.4. Métodos

1.4.1. Tipo de investigacion

La investigacion se desarrolld en la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi
(ULEAM), Extension El Carmen, y correspondié a un estudio experimental de alcance
descriptivo—comparativo, orientado a la evaluacion microbiologica de formulaciones liquidas
para la reproduccién de microorganismos eficientes autoctonos. El estudio se centrd en la
caracterizacion del comportamiento microbiologico de dos tratamientos liquidos elaborados

bajo condiciones controladas de fermentacion (Guadalupe & Concepcion, 2020).
1.4.2. Método inductivo deductivo

El método inductivo permitio interpretar los resultados microbioldgicos obtenidos a
partir de la observacion directa de los recuentos bacterianos en cada tratamiento. El método
deductivo facilit6 la contrastacion de estos resultados con los objetivos del estudio, permitiendo
establecer comparaciones técnicas entre las formulaciones evaluadas dentro de un marco

analitico definido (Alvarez & Sierra, 1995).
1.4.3. Método Empirico

El estudio se sustentd en la medicion directa en laboratorio, mediante el analisis

microbioldgico de las muestras liquidas obtenidas de cada tratamiento. La variable evaluada
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fue el recuento de bacterias 4cido-lacticas, expresado como unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC-mL™), determinado mediante el método de siembra en placa (pour plate),
utilizando agar MRS como medio de cultivo de referencia. Los analisis se realizaron en un

laboratorio acreditado, conforme a su método interno establecido (Guadalupe & Concepcion,
2020).

1.4.4. Método experimental

El estudio se clasifico como experimental debido a la intervencion deliberada en la
formulacion del medio liquido, mediante la incorporacion de diferentes fuentes organicas en
cada tratamiento. Se establecieron dos tratamientos diferenciados por su composicion,
manteniéndose constantes las condiciones generales de fermentacion. La comparacion entre
tratamientos se realizo exclusivamente en funcion del recuento final de bacterias acido-lacticas,
sin aplicacion de pruebas de inferencia estadistica, debido a la existencia de una unica

determinacion analitica por tratamiento.

1.4.5. Fuentes de recoleccion de informacion

Se utilizaron fuentes primarias y secundarias. Las primarias correspondieron a la
observacion directa y a los registros experimentales (capturas en campo, mediciones de pH,
°Brix y recuentos microbioldgicos). Las secundarias correspondieron a libros, articulos

cientificos y otras publicaciones especializadas empleadas para contextualizar y discutir los
hallazgos (Arias, 2012).

1.5. Variables del estudio
1.5.1. Variable independiente

Tabla 4. Descripcion de variables independiente

Variable Categorias / niveles

T1: soluciéon madre + yogurt natural +
Composicion del medio liquido de reproduccion  suero de leche + soya + melaza
de microorganismos eficientes autoctonos T2: solucién madre + yogurt natural +

leche entera + soya + mucilago de cacao




1.5.2. Variable dependiente

Tabla 5. Descripcion de variables dependientes

Unidad de

Variable Definicion operacional . Método
medida
., Recuento microbioldgico de bacterias Siembra en

Concentracion de . . R .

o acido-lacticas presentes en el medio _, placa (pour
bacterias acido- . UFC-mL
lcticas liquido al final del proceso de plate) en agar

fermentacion MRS
1.6. Tratamientos

Tabla 6. Tratamientos del estudio
Tratamiento Descripcion operacional
T1 Solucion madre + yogurt natural + suero de leche + soya + melaza
T2 Solucion madre + yogurt natural + leche entera + soya + mucilago de cacao

1.7. Analisis estadistico

El andlisis de los resultados se realizo mediante estadistica descriptiva y comparacion
directa de los valores microbioldgicos obtenidos para cada tratamiento. Dado que se cont6 con
una sola determinacién analitica por tratamiento, no se aplicaron pruebas de inferencia
estadistica. La interpretacion se baso en la comparacion de los recuentos de bacterias acido-
lacticas (UFC-mL™) y en criterios técnicos reportados para microorganismos eficientes
liquidos, permitiendo evaluar el comportamiento microbiologico de las formulaciones

estudiadas tras 30 dias de fermentacion.

1.8. Manejo del experimento
1.8.1. Preparacion del medio liquido

1.8.2. Incorporacion en contenedores y condiciones de fermentacion

La preparacion del medio liquido se realizo directamente en tanques plésticos de 180 L

de capacidad, empleando una solucion madre liquida de microorganismos eficientes autoctonos

como inoculo inicial.



Para el Tratamiento 1 (T1) se incorporaron 15 L de solucién madre, 3 L de yogurt
natural, 4 L de suero de leche, 3 Ib de soya y 2,5 L de melaza.
Para el Tratamiento 2 (T2) se incorporaron 15 1 de soluciéon madre, 3 1 de yogurt natural, 3 L de
leche entera, 3 Ib de soya y 2,5 L de mucilago de cacao. Posteriormente, se adiciond agua no
clorada hasta completar el volumen de trabajo del tanque y la mezcla se homogenizo

manualmente.

1.8.3. Monitoreo del proceso

Los tanques se mantuvieron cerrados, protegidos de la radiacion solar directa y ubicados
en un ambiente ventilado. El proceso de fermentacion liquida se desarrolld durante 30 dias, sin
agitacion mecanica, permitiendo el desarrollo natural de la actividad microbiana bajo

condiciones controladas.

1.8.4. Seguimiento del proceso

Durante el periodo de fermentacion se realizaron observaciones periddicas de caracter
visual y organoléptico, verificando cambios en color, olor y formaciéon de gases, como
indicadores del desarrollo del proceso fermentativo. No se realizaron mediciones
fisicoquimicas intermedias, dado que estas no formaron parte de las variables evaluadas en el

estudio.

1.8.5. Evaluacion microbioldgica final

Al finalizar los 30 dias de fermentacion, se tomaron muestras representativas de cada
tratamiento y se enviaron a un laboratorio acreditado para la determinacion del recuento de
bacterias acido-lacticas, expresado como unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC-mL™"), mediante el método de siembra en placa (pour plate) utilizando agar MRS.
La evaluacion de los resultados se realizo mediante analisis descriptivo y comparacion directa
de valores, sin aplicacion de pruebas de inferencia estadistica, debido a la existencia de una sola

determinacion analitica por tratamiento.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Microorganismos de montafia

Los microorganismos de montafia (MM) constituyen consorcios microbianos complejos
que pueden agrupar alrededor de 80 especies pertenecientes a una decena de géneros,
integrando principalmente bacterias fotosintéticas, actinomicetos, bacterias productoras de
acido lactico y levaduras (Orbe, 2017). Franco (2021) menciona que, estos grupos microbianos
se desarrollan en diversos ecosistemas naturales, donde participan en procesos de
descomposicion de la materia organica, liberando compuestos que se transforman en nutrientes

esenciales para la vegetacion circundante.

Tales ecosistemas incluyen bosques mixtos, formaciones de latifoliadas, zonas
montafiosas, plantaciones de café y areas de bambii, entre otros ambientes de alta diversidad
bioldgica (Ledn, 2020). Para Gamez-Zamora (2016), los microorganismos de montafia (MM),
también son conocidos como microorganismos de bosque ademas constituyen comunidades
microbianas complejas integradas por colonias de hongos filamentosos, bacterias y levaduras

presentes de manera natural en diversos ecosistemas.

Estos organismos cumplen funciones esenciales en los ciclos biogeoquimicos al
intervenir en la descomposicion de materia organica y la liberacion de nutrientes (Toalombo,
2012). Su obtencion mediante métodos artesanales representa una alternativa de bajo costo,
dado que no requiere medios de cultivo sofisticados y permite aprovechar la diversidad
microbiana nativa de zonas boscosas para su posterior aplicacion en unidades de produccion

agricola (Franco, 2021).

Las principales fuentes de indculo suelen encontrarse en el mantillo forestal de bosques
proximos a las fincas, el cual alberga microorganismos adaptados a las condiciones climaticas
y edaficas de la region (Torres-Pérez et al., 2022). Estos MM, una vez incorporados en los
sistemas agricolas, pueden actuar como bioinoculantes, favoreciendo la fermentacion de
abonos, la elaboraciéon de biopreparados y extractos naturales, y contribuyendo a Ia

recuperacion del microbiota y la fertilidad del suelo (J. Escobar, 2007).

Torres-Pérez et al. (2022) mencionan que los microorganismos de montafa facilitan la

disponibilidad de nutrientes para las plantas, inhiben el desarrollo de patégenos y apoyan el
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control bioldgico de plagas, lo que los convierte en una herramienta estratégica dentro de la
agricultura sostenible. Otros usos de los MM incluyen el tratamiento de aguas residuales, la
reduccion de olores en sistemas pecuarios, la gestion de desechos ganaderos y el tratamiento de
enfermedades digestivas en animales, lo que evidencia su versatilidad y relevancia en la

bioseguridad agropecuaria (Campo et al., 2014).

La eficiencia de estos consorcios microbianos ha sido ampliamente documentada en
manuales técnicos, guias de campo y estudios cientificos, resaltando su capacidad para
adaptarse a diferentes condiciones de manejo y su potencial para integrarse en estrategias

agroecoldgicas de bajo impacto ambiental (Chang et al., 2007).
2.2. Taxonomia de los microorganismos

Al igual que el resto de los seres vivos, los microorganismos se agrupan dentro de un
sistema de clasificacion taxondmica que facilita su identificacion y estudio (Reitz & Shackley,
2012). Este sistema se basa en la nomenclatura binomial, la cual asigna al organismo un nombre
compuesto por dos términos en latin: el primero corresponde al género y el segundo a la especie.
Por ejemplo, Bacillus thuringiensis se clasifica como Bacillus (género) y thuringiensis

(especie) (Singh, 2023).

No obstante, la taxonomia abarca una organizacion jerarquica mas amplia que permite
establecer comparaciones biologicas entre diferentes organismos, distribuyéndolos en
categorias como: reino, subreino, filo o phylum, subtipo, clase, subclase, orden, suborden,
grupo, familia, subfamilia, género y especie. Generalmente, los taxdbnomos ubican a las especies

dentro de estas categorias utilizando caracteristicas fenotipicas compartidas (Toalombo, 2012).

En el caso de los microorganismos, este procedimiento ha sido aplicado principalmente
a hongos y algas, debido a su mayor complejidad estructural, mientras que las bacterias
constituyen una excepcion, ya que todas son unicelulares y presentan estructuras simples

(O’Callaghan et al., 2022).
2.3. Microorganismos eficientes autéoctonos (EMA)

Los microorganismos eficientes autdctonos (EMA) corresponden a consorcios
microbianos con aplicaciones en agricultura, ganaderia, agroindustria y procesos ambientales.
Estan compuestos por cepas seleccionadas de levaduras, bacterias acido-lacticas, bacterias

fotosintéticas en menor proporcion, actinomicetos y hongos, que coexisten de forma compatible
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en un cultivo liquido (Camacho et al., 2019).

Segun Cérdova-Vinueza (2015), en el ambito agricola, los EMA han demostrado su
eficacia para incrementar la productividad de sistemas organicos o naturales, al participar en la
elaboracion de bioinsumos como compost, bioles y Bokashi, disminuyendo el tiempo requerido

para su obtencion y optimizando el proceso.

Géamez-Zamora, (2016) enfatiza que el uso de dichos microrganismo como base de
bioinsumos constituye una alternativa viable para reducir la dependencia de agroquimicos y
fomentar sistemas de produccion organica sostenible, dado que contribuyen a restablecer el
equilibrio microbiolégico del suelo, mejoran sus propiedades fisicas y quimicas, favorecen la
fisiologia de los cultivos y los protegen frente a enfermedades, al mismo tiempo que preservan

los recursos naturales tal como lo corrobora Toalombo (2012).

2.4. Principales microrganismos que se encuentran en los microrganismos eficientes

autoctonos

Los microorganismos eficientes (ME) estan conformados por cinco grupos microbianos
principales: bacterias acido lacticas, bacterias fotosintéticas, levaduras, actinomicetes y hongos
filamentosos con capacidad fermentativa (Tanya-Morocho & Leiva-Mora, 2019). Cada uno de
estos grupos cumple funciones especificas en los procesos de fermentacion y en la mejora de la

salud del suelo y los cultivos (Ceiro-Catasu et al., 2023).

2.4.1. Las bacterias acido lacticas (BAL)

Se caracterizan por su aplicacion en la fermentacion de alimentos como productos
lacteos, carnicos, vegetales, ensilados y bebidas fermentadas (Ceiro-Catasu et al., 2023). Son
cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, inmdviles, anaerobios facultativos o
microaerofilicos, y producen é4cido lactico como principal metabolito en la fermentacion de

carbohidratos (Tanya-Morocho & Leiva-Mora, 2019).
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Figura 2. principales géneros de bacterias acido-lacticas

Lactobacillus

Fuente: tomado de Ceiro-Catasu et al. (2023).

Su tolerancia a un rango amplio de pH les permite sobrevivir en medios hostiles para
otras bacterias. Dentro de este grupo se incluyen géneros como Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus, Streptococcus y Pediococcus, con actividad antimicrobiana principalmente por la

produccion de bacteriocinas como la nisina (Souza et al., 2015).

2.4.2. Las bacterias fotosintéticas

Representadas por especies como Rhodopseudomonas palustris 'y Rhodobacter
sphaeroides, son microorganismos autotrofos facultativos capaces de utilizar exudados
radiculares como fuente de carbono y la luz solar como fuente de energia (Hsu et al., 2021).
Estas especies sintetizan aminodcidos, 4cidos orgédnicos, vitaminas y azucares que benefician a

otros microorganismos (Li et al., 2022).

Su versatilidad metabodlica les permite realizar respiracion aerobica y anaerdbica,
fijacion de nitrégeno y sintesis de compuestos esenciales como clorofilas y vitamina B12

(Tanya-Morocho & Leiva-Mora, 2019).

Figura 3. Forma del Rhodopseudomonas palustris
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Fuente: tomado de Hsu et al. (2021).
2.4.3. Las levaduras

Principalmente Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis, metabolizan diversas
fuentes de carbono y energia, produciendo etanol, enzimas y hormonas que pueden ser
aprovechadas por otros grupos microbianos (Parapouli et al., 2020). Requieren nitrégeno en
forma de amoniaco, urea o sales de amonio, y nutrientes como fésforo, magnesio y vitaminas
del complejo B. Ademas, secretan sustancias con actividad antimicrobiana y pueden participar

en procesos de fermentacion alcohdlica (Lin et al., 2012).

Figura 4. Forma de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Fuente: tomado de Parapouli et al. (2020).

2.4.4. Los actinomicetos

Como Streptomyces albus y S. griseus, son bacterias filamentosas similares a hongos
que cumplen un papel crucial en la descomposicion de compuestos vegetales y en el compostaje
(Espinoza et al., 2022). Son reconocidos por su capacidad de producir compuestos antifungicos
y enzimas hidroliticas como quitinasas y -1,3-glucanasas, que actiian contra patdogenos como
Fusarium oxysporum, Sclerotinia minor y Sclerotium rolfsii (Tanya-Morocho & Leiva-Mora,

2019).

Figura 5. Forma de Streptomyces albus
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Fuente: tomado de Espinoza et al. (2022).

2.4.5. Los hongos filamentosos fermentadores

Como Aspergillus oryzae, Penicillium spp., Trichoderma spp. y Mucor hiemalis,
participan en la mineralizacién de materia organica y en el control biologico de patdogenos
(Tanya-Morocho & Leiva-Mora, 2019). A. oryzae se emplea tradicionalmente en la
fermentacion de granos y soja, mientras que especies de Penicillium degradan lignina y
celulosa. Trichoderma spp. destaca por su amplia distribuciéon geografica, alta capacidad
enzimatica y mecanismos de biocontrol como micoparasitismo, antibiosis e induccion de

resistencia en plantas (Herndndez-Teyssier et al., 2023).

Tabla 7. Comparacion de grupos microbianos de los microgramos eficientes autoctonos

Grupo Ejemplos de especies Funciones principales Productos/metabolitos
microbiano jemp P P P destacados
. Fermentacion de
., .. Lactobacillus . ST
Bacterias acido . alimentos, control de Acido lactico,
e plantarum, B. bifidum, . 1 . o ..
lacticas (BAL) : patogenos, acidificacion bacteriocinas (nisina)
S. lactis .
del medio
Produccion de
: Rhodopseudomonas ~ metabolitos para otros o o
Bacterias . . . Aminoacidos, vitaminas,
g palustris, Rhodobacter microorganismos,
fotosintéticas . .., clorofilas
sphaeroides fijacion de N,
respiracion anaerobia
Saccharomyces Produccion de etanol, .
.. . . Etanol, enzimas
Levaduras cerevisiae, Candida enzimas y hormonas, : .
o oy ... hidroliticas
utilis fermentacion alcoholica
Control biologico, s .
. . Streptomyces albus, S. S Antibioticos, quitinasas,
Actinomicetes . descomposicion de
griseus . L . B-1,3-glucanasas
materia organica
Hongos Aspergillus oryzae Mineralizacion .
g Perstt ryzae, . ’ ., Enzimas extracelulares,
filamentosos  Penicillium spp., biocontrol, fermentacion . o
. . metabolitos antifungicos
fermentadores  Trichoderma spp. tradicional

Fuente: adaptado de Espinoza et al., (2022); Li et al., (2022); Parapouli et al., (2020); Ramirez-Lopez & Vélez-
Ruiz, (2016).

2.5. Uso de microorganismos eficientes autoctonos (EMA)

En la agricultura presenta variaciones en su efectividad dependiendo de factores como
la ubicacion geografica, la calidad del suelo, el clima, las practicas de cultivo y el manejo del
riego (Toalombo, 2012). La aplicaciéon de EMA favorece la retencion de humedad en el suelo,

lo que incrementa la resistencia de los cultivos frente a periodos de sequia o en suelos con
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textura arenosa (Torres-Pérez et al., 2022).

Este beneficio se atribuye al aumento de materia organica, que reduce la porosidad
excesiva del suelo, y al equilibrio idnico que estos microorganismos promueven, facilitando la
interaccion entre las cargas de las particulas del suelo y las del agua (Tanya-Morocho & Leiva-
Mora, 2019). Segtin la misma fuente, la presencia de EMA contribuye al mantenimiento de la
materia organica durante el crecimiento del cultivo, acelerando la descomposicion de

macromoléculas y liberando macro y micronutrientes en formas més facilmente asimilables.

En cuanto a su uso en semilleros, Souza et al. (2015), reportan que los EMA aumentan
la velocidad y el porcentaje de germinacidn gracias a su accion hormonal, similar a la del acido
giberélico, mejorando el vigor y el desarrollo de tallos y raices desde la germinacion hasta la

emergencia.

Estos efectos incrementan la probabilidad de supervivencia de las plantulas y estimulan
su crecimiento inicial mediante la accion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.
En el desarrollo de las plantas, Romano et al. (2008), explican que los EMA pueden inducir
resistencia sistémica frente a plagas y enfermedades, limitar la propagacioén de patogenos al
consumir exudados de raices, hojas, flores y frutos, y mejorar la calidad y productividad de los
cultivos. Asimismo, promueven procesos fisiologicos como la floracion, fructificacion y
maduracion debido a sus efectos hormonales en zonas meristematicas, ademas de incrementar

la capacidad fotosintética gracias a un mayor desarrollo foliar (Reitz & Shackley, 2012).

Respecto a los suelos, Reinaldo (2020), indica que los EMA mejoran sus propiedades
fisicas, quimicas y biologicas. En el plano fisico, actian como acondicionadores al mejorar la
estructura y agregacion de particulas, reducir la compactacion, aumentar la porosidad y
optimizar la infiltracion de agua, lo que disminuye la frecuencia de riego y mejora la capacidad
de retencion hidrica, contribuyendo a la reduccion de la erosion (Ramirez-Marrache et al.,

2019).

Desde el punto de vista quimico, incrementan la disponibilidad de nutrientes mediante
procesos de solubilizacion que liberan elementos esenciales en formas simples, facilitando su
absorcion radicular (Ramirez-Lopez & Vélez-Ruiz, 2016). En el ambito biologico, fomentan la
biodiversidad microbiana y ejercen un control competitivo sobre los patogenos del suelo,
generando condiciones favorables para el establecimiento y proliferacion de microorganismos

benéficos nativos (Quispe & Chavez, 2017).
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2.6. Duracion y conservacion de microorganismos eficientes autoctonos

Segin el Ministerio de Agricultura de Japon (MOA, 2003), los microorganismos
eficientes autdctonos (EMA) presentan una vida util aproximada de seis meses a partir de su
envasado. Para preservar su viabilidad, se recomienda almacenarlos en un ambiente con
temperatura estable, evitando cambios bruscos entre el dia y la noche, y manteniéndolos en

condiciones frescas, oscuras y con minima exposicion a la luz (O’Callaghan et al., 2022).

No se aconseja su conservacion en invernaderos, ya que las variaciones térmicas diurnas
pueden afectar negativamente su estabilidad (Mera, 2022). En caso de que el producto presente
un olor desagradable, se debe descartar su uso. Asimismo, es posible que se observen
variaciones en la tonalidad desde un color té mas claro hasta uno mas oscuro, atribuibles a las
diferencias en la materia prima utilizada, sin que ello implique una disminucién en la calidad

del producto (Liu et al., 2009).
2.7. Funciones de los microorganismos eficientes autoctonos

De acuerdo con diversas investigaciones, los microorganismos eficientes autdctonos
(MEA) desempefian un papel clave en la sostenibilidad agricola debido a la variedad de
funciones que cumplen en los ecosistemas edaficos y productivos (Li et al., 2022). Entre sus
principales aportes se encuentra la capacidad de descomponer la materia organica, lo que
facilita la liberacion y disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas (Kiran, 2019).
Asimismo, presentan efectos antagonistas sobre microorganismos patéogenos, contribuyendo a

reducir su proliferacion en el suelo (Ledn, 2020).

En el &mbito fisiologico vegetal, los MEA ejercen efectos hormonales que estimulan el
desarrollo del follaje, la floraciéon y la fructificacion, lo que se traduce en un incremento del
rendimiento y la calidad de los cultivos (Li et al., 2022). Adicionalmente, tienen la capacidad
de degradar compuestos toxicos, incluyendo residuos de plaguicidas, favoreciendo asi la mejora

de la calidad fisica, quimica y bioldgica del suelo (Kumar et al., 2020).

Su uso no se limita a los sistemas agricolas, ya que, cuando se incorporan al agua o al
alimento de animales de granja, optimizan la digestion y el aprovechamiento de nutrientes,
mejorando su estado sanitario y productivo (Keliikuli et al., 2019). En la fase inicial de los
cultivos, los MEA aceleran la germinacion de las semillas y favorecen un establecimiento mas

vigoroso de las plantulas (Kumar et al., 2020)..
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En el ambito pecuario y ambiental, estos microorganismos también actuan como
controladores de malos olores y poblaciones de moscas, particularmente en explotaciones
ganaderas y sistemas de tratamiento de aguas como las lagunas de oxidacion, contribuyendo a

un manejo mas limpio y eficiente de los residuos organicos (Hsu et al., 2021; Triana, 2019).
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TRABAJOS REALIZADOS

Tany-Morocho y Leiva-Mora (2019) indicaron que las producciones agricolas limpias
constituyen una prioridad en los programas de desarrollo de varios paises, y que los
microorganismos eficientes (ME) han emergido como una alternativa sostenible y eficaz desde
la década de 1980, gracias a las investigaciones del profesor Teruo Higa en la Universidad de
Ryukyus, Okinawa, Japon. Estos consorcios microbianos incluyen bacterias acido lacticas,
bacterias fotosintéticas, levaduras, actinomicetes y hongos filamentosos con capacidad
fermentativa. En el &mbito agricola, los ME promueven la germinacién de semillas, estimulan
la floracion, el crecimiento y el desarrollo de los frutos, ademas de mejorar la estructura fisica
del suelo, incrementar su fertilidad quimica y suprimir patdogenos que afectan a numerosos
cultivos. A nivel fisioldgico, aumentan la capacidad fotosintética y la eficiencia en la absorcion
de agua y nutrientes por parte de las plantas. Asimismo, reducen los tiempos de maduracion de
abonos organicos como el compost, mejorando su calidad. En conjunto, estas propiedades
explican su capacidad para incrementar el rendimiento agricola y su uso extendido, asi como el

de productos derivados como los bioles.

Toalombo (2012) desarrolld un estudio en la propiedad del Sr. Luis Antonio Toalombo
Panimboza, ubicada en el caserio El Chilco La Esperanza, cantéon Tisaleo, provincia de
Tungurahua, a 3341 msnm y 2605 metros del centro urbano de Tisaleo, con una temperatura
media anual de 14,12 °C. La investigacion evalu6 el efecto de diferentes dosis y frecuencias de
aplicacion de microorganismos eficientes autoctonos (EMA) en el rendimiento de cebolla
blanca (Allium fistulosum), empleando las dosis D1 =1 cc EMA + 1 cc melaza/l L, D2 =2 cc
EMA + 2 cc melaza/2 L y D3 =3 cc EMA + 3 cc melaza/3 L, combinadas con frecuencias de
aplicacion F1, F2 y F3 (cada 7, 14 y 21 dias, respectivamente). El experimento se disefid con
30 parcelas distribuidas en 9 tratamientos mas un testigo, con 3 repeticiones, bajo un Disefio de
Bloques Completamente al Azar. Los resultados mostraron que, aunque estadisticamente los
tratamientos con EM y el testigo no presentaron diferencias significativas, matematicamente el
tratamiento D1F3 alcanz6 la mayor altura de planta (34,44 cm a los 60 dias), mientras que D2F3
presento la mayor altura a los 90 dias (40,54 cm) y a los 120 dias (44,79 cm), asi como el mayor
diametro de pseudotallo (2,19 cm) y volumen radicular (7,33 cm?), obteniendo el segundo
mayor rendimiento (27 389,09 kg/ha). Por su parte, el tratamiento D3F2 presentd el mayor
volumen radicular (7,33 cm?), la menor incidencia (2,77 %) y severidad (2,78 %) de pudricion
del tallo, alcanzando el mayor rendimiento (29 120,00 kg/ha). El testigo obtuvo los valores mas

bajos en todas las variables, con un rendimiento de 17 227,64 kg/ha. En conclusién, el
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tratamiento D3F2 fue identificado como la mejor alternativa para optimizar el rendimiento en

el cultivo de cebolla blanca.

Triana (2019) realiz6 un estudio cuyo objetivo fue elaborar cuatro tipos de sustratos para
la captura de microorganismos eficientes autdoctonos (MEA) en una zona protegida de la
parroquia Patricia Pilar, ubicada en el kilometro E25 de la via Buena Fe, Santo Domingo, Ruta
Santa Maria del Toachi, provincia de Los Rios. Se empled un Disefio de Bloques
Completamente al Azar (DBCA) con cuatro tratamientos, cuatro repeticiones y cuatro unidades
experimentales por repeticion, utilizando un total de 64 trampas para la captura. Se evaluaron
variables de caracterizacion morfoldgica en laboratorio, la concentracion de los
microorganismos con mayor presencia en los sustratos y se efectud un analisis econémico. Los
resultados evidenciaron crecimiento poblacional de bacterias lacticas en los diferentes
tratamientos, con variaciones de color blanco, amarillo, verdoso y blanco grisidceo. Se
registraron elevadas poblaciones bacterianas por cada 100 g de sustrato, destacandose el T4
(cebada 50 g + melaza 50 g) con el mayor promedio y el T3 (trigo 50 g + melaza 50 g) con el
mas bajo. En el analisis economico, el T1 (arroz 50 g + carne 50 g) present6 el mayor costo y
el ingreso mas alto entre los tratamientos, aunque la relacion beneficio/costo result6 igual en

todos los sustratos elaborados.

Orbe, (2017) sefiald que la agricultura convencional, aunque provee los insumos
necesarios para la alimentacion humana, ha generado impactos negativos en el equilibrio
natural del ecosistema debido al uso de fertilizantes sintéticos y la expansion de la frontera
agricola. En este contexto, el estudio evalud la eficiencia de cuatro dosificaciones de
biofertilizante de Microorganismos de Montafia (MM) en el cultivo de rdbano, empleando un
disefio experimental de Bloques Completos al Azar (BCA) 4x4 y un andlisis estadistico
ANOVA de un factor. Los mejores resultados en crecimiento foliar, desarrollo radicular y peso
de bulbo se obtuvieron con la dosis T1 (27,20 ml) de biofertilizante. Los datos, representativos
para 1 m?, permitieron estimar los costos de produccion para 20 m?, demostrando que dicha
dosis resulta econdémicamente viable. En cuanto a las caracteristicas quimicas del suelo, se
observaron cambios minimos en pH y en el contenido de macro y micronutrientes. Se concluy6
que las dosis de MM influyeron tanto en el crecimiento del cultivo como en la modificacion de
las propiedades del suelo, recomendéndose su uso combinado con otros abonos organicos para
optimizar rendimientos y realizar investigaciones adicionales en suelos de la region de

Zamorano.
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CAPITULO 111

3. DESARROLLO DE LA PROPUESTA

3.1. Descripcion del sistema o proceso

3.1.1. Antecedentes

Diversos estudios han demostrado que la reproduccion liquida de microorganismos
eficientes, particularmente de bacterias acido-lacticas, constituye una estrategia viable para el
desarrollo de bioinsumos agricolas, debido a su capacidad para mejorar la actividad bioldgica
del suelo y favorecer procesos de descomposicion de materia organica. Higa & Parr, (1994),
documentaron que los consorcios microbianos dominados por bacterias acido-lacticas
presentan alta estabilidad metabdlica en medios liquidos fermentados, especialmente cuando se
emplean fuentes organicas de carbono facilmente fermentables, como la melaza, lo que respalda

su uso en sistemas de agricultura sostenible (L. F. Escobar et al., 2010).

Investigaciones posteriores evidenciaron que el uso de subproductos agroindustriales
como sustratos fermentativos permite optimizar la multiplicacién microbiana y reducir costos
de produccion. En este contexto, Ramirez Martinez (2025), reportaron que el suero de leche y
la leche entera constituyen medios adecuados para la proliferacion de bacterias dcido-lacticas,
debido a su contenido de lactosa, proteinas y minerales, los cuales favorecieron recuentos
microbianos elevados en procesos de fermentacion liquida controlada, similares a los utilizados

en la elaboracion de biofertilizantes microbianos.

3.2. Diseiio y seleccion de tecnologias, herramientas o equipos a implementar

3.2.1. Ubicacion de la propuesta

Latitud: 0°15’ S y Longitud: 79°26" O

3.2.2. Metodologia de la propuesta

La metodologia de la propuesta se estructurd con base en un enfoque experimental
descriptivo, orientado a la reproduccion y evaluacion microbioldgica de microorganismos
eficientes autoctonos en forma liquida. El proceso inici6 con la formulacion de dos tratamientos
diferenciados por la composicion del medio fermentativo, utilizando como indculo una solucién

madre liquida y como sustratos orgdnicos yogurt natural, suero de leche o leche entera, soya y
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melaza o mucilago de cacao, seglin el tratamiento establecido. La fermentacion se llevo a cabo
en tanques de 150 L durante un periodo de 30 dias bajo condiciones controladas, sin agitacion

mecanica.

Una vez finalizado el proceso fermentativo, se procedi6 a la evaluacion microbioldgica
del producto, enfocada exclusivamente en la determinacion del recuento de bacterias acido-
lacticas, consideradas microorganismos clave dentro de los consorcios de microorganismos
eficientes. Para ello, se tomaron muestras representativas de cada tratamiento y se enviaron a
un laboratorio acreditado, donde se aplicé el método de siembra en placa (pour plate) utilizando
agar MRS, medio selectivo para bacterias acido-lacticas. Los resultados se expresaron como

unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC-mL™).

Adicionalmente, la identificacion del grupo bacteriano se realizo con base en el tipo de
medio de cultivo utilizado y en los criterios microbioldgicos del laboratorio, los cuales permiten
confirmar la presencia de bacterias acido-lacticas sin realizar caracterizacion molecular. La
interpretacion de los resultados se efectué mediante analisis descriptivo y comparacion directa
de valores, debido a la existencia de una inica determinacion analitica por tratamiento, lo que

resulté metodoldgicamente adecuado para una propuesta de caracter exploratorio.

3.2.3. Descripcion funcional de los componentes

placa por vertido (pour plate), técnica ampliamente utilizada para la cuantificacion de
poblaciones microbianas viables en muestras liquidas. Este método permitiéo estimar la
concentracion de bacterias acido-lacticas presentes en los productos fermentados, expresando

los resultados como unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC-mL™).

El procedimiento se fundamento en la capacidad de los microorganismos viables para
desarrollarse y formar colonias visibles cuando son incorporados en un medio de cultivo solido
adecuado. En este estudio se utiliz6 agar MRS, medio selectivo que favorece el crecimiento de
bacterias acido-lacticas e inhibe el desarrollo de otros grupos microbianos, permitiendo una

evaluacion especifica del grupo de interés.

Desde el punto de vista funcional, el método pour plate permitié una distribucion
homogénea de la muestra dentro del medio de cultivo, asegurando el contacto directo de las
c¢lulas microbianas con los nutrientes del agar y facilitando un recuento representativo. La

cuantificacion obtenida reflejo la viabilidad microbiana del producto final y constituyo el
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principal criterio técnico para evaluar el desempefio del sistema de reproduccién liquida de

microorganismos eficientes autéctonos propuesto.

3.2.4. Desglose de gastos

La inversion principal correspondié a la adquisicion de dos tanques plasticos de 180 L,
indispensables para el proceso fermentativo, con un costo total de USD 60,00. Asimismo, se
incluyeron los costos asociados a la solucion madre de microorganismos eficientes, yogurt
natural, suero de leche, leche entera, soya, melaza y mucilago de cacao, utilizados como fuentes

microbianas, energéticas y nitrogenadas, cuyo valor conjunto ascendié a USD 85,05.

Adicionalmente, se consideraron gastos operativos relacionados con el uso de agua no
clorada, frascos plasticos para muestreo y materiales de higiene necesarios para garantizar
condiciones adecuadas durante el proceso, con un costo total de USD 18,00. El componente de
mayor incidencia econdmica correspondio a la realizacion de cuatro anélisis microbiologicos
para el recuento de bacterias acido-lacticas, efectuados en un laboratorio acreditado, con un
costo de USD 140,00, lo cual fortalecio la confiabilidad de la caracterizacion microbiolégica

del sistema.

El subtotal de los gastos ascendi6é a USD 334,05, al cual se afiadid el Impuesto al Valor
Agregado (IVA) del 12 %, equivalente a USD 40,09, obteniéndose un costo total estimado de
USD 374,14 para la ejecucion completa de la propuesta.

Tabla 8. Desglose de gastos para la implementacion del sistema de reproduccion de
microorganismos eficientes autoctonos

Descripcion Cantidad Costo unitario Costo total
Tanque plastico grado alimentario (150 L) 2 45,00 90,00
Solucion madre de microorganismos

oficientes 30 2,00 60,00
Yogurt natural sin azticar 6 1,50 9,00
Suero de leche 4 0,80 3,20
Leche entera 3 1,00 3,00
Soya 6 0,60 3,60
Melaza 2,5 1,20 3,00
Mucilago de cacao 2,5 0,50 1,25
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Descripcion Cantidad Costo unitario Costo total
Agua no clorada 300 0,01 3,00
Frascos plasticos &mbar para muestreo 6 1,50 9,00
Insumos de higiene (alcohol, guantes,
6,00 6,00
toallas)
Analisis microbioldgico (bacterias &cido-
4 35,00 140,00
lacticas)
Subtotal (USD) 334,05
IVA 12 % (USD) 40,09
TOTAL (USD) 374,14

3.3. Plan de implementacion

Tabla 9. Plan de implementacion del sistema de reproduccion de microorganismos eficientes

autoctonos

Descripcion de la actividad

Accion ejecutada

Preparacion de trampas para
captura microbiana

Ubicacion de las trampas en
campo

Proteccion y fermentacion
solida

Recuperacion del material
fermentado

Elaboracion de la solucion
madre

Preparacion de los tratamientos
liquidos

Se prepararon tarrinas plasticas incorporando arroz
cocinado como sustrato base, melaza como fuente de
carbono y pequenos trozos de carne de pollo crudo como
fuente proteica, con el fin de atraer y favorecer el desarrollo
de microorganismos autoctonos.

Las tarrinas fueron colocadas en diferentes puntos de una
zona montafiosa, seleccionando areas con cobertura vegetal
y minima intervencidn antropica, con el objetivo de capturar
una mayor diversidad microbiana.

Las trampas se cubrieron parcialmente con hojarasca y
piedras medianas, permitiendo la proteccion del material y
el desarrollo de la fase solida de fermentacion bajo
condiciones naturales.

Tras el periodo de fermentacion, el material sélido
capturado fue recolectado y trasladado al area de trabajo
para la elaboracion de la solucion madre.

En un tacho plastico de 20 L se colocaron los
microorganismos capturados, los cuales fueron mezclados
con melaza y agua no clorada, permitiendo la obtenciéon de
una solucién madre liquida.

A partir de la solucién madre, se prepararon los tratamientos
correspondientes, incorporando yogurt natural, suero de
leche o leche entera, soya y melaza o mucilago de cacao,
segun la formulacion establecida para cada tratamiento.
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Las mezclas se colocaron en tanques plasticos de 150 L, se

Reproduccion liquida en completod el volumen con agua no clorada y se homogenizo
tanques manualmente para iniciar el proceso de fermentacion
liquida.

Los tanques se mantuvieron cerrados, en un ambiente
Fermentacion controlada ventilado y protegidos de la radiacion solar directa, durante
un periodo de 30 dias, sin agitacion mecénica.

Finalizado el proceso fermentativo, se tomaron muestras
Muestreo del producto final representativas de cada tratamiento para su evaluacion
microbioldgica.
Las muestras fueron enviadas a un laboratorio acreditado
para la determinacion del recuento de bacterias acido-
lacticas mediante el método de siembra en placa por vertido
(pour plate).

Analisis microbiologico

3.4. Resultados y Discusion

El analisis microbiologico del producto fermentado evidenci6 la presencia de bacterias
acido-lacticas en ambos tratamientos, confirmando la viabilidad del proceso de reproduccion
liquida de microorganismos eficientes autoctonos. El Tratamiento 2 (T2), correspondiente a la
formulacion que incorporé solucion madre, yogurt natural, leche entera, soya y mucilago de
cacao, registré un recuento de 1,8 x 107 UFC-mL™, determinado mediante el método de siembra

en placa por vertido (pour plate) en agar MRS.

Por su parte, el Tratamiento 1 (T1), conformado por soluciéon madre, yogurt natural,
suero de leche, soya y melaza, presenté un recuento superior de 1,6 x 108 UFC-mL™, lo que
indic6 una mayor proliferacion de bacterias acido-lacticas en esta formulacion. Estos resultados
mostraron que la composicion del medio fermentativo influyé en la densidad microbiana
alcanzada al final del proceso, destacandose el tratamiento que incluy6 melaza y suero de leche

como el de mayor concentracion bacteriana.

Tabla 10. Composicion de los tratamientos y concentracion de bacterias dcido-lacticas

(UFC-mL™)

Tratamiento = Composicion del tratamiento Bacterias acido-lacticas (UFC-mL™)
T1 Melaza (2,5 L) 1,6 x 108
T2 Mucilago cacao (2,5 L) 1,8 x 107

El mayor recuento de bacterias acido-lacticas obtenido en el Tratamiento 1 coincidid

con lo reportado por Rice et al. (2012), quienes sefialaron que las fuentes ricas en azlcares
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simples, como la melaza, favorecieron la rdpida multiplicacion de microorganismos benéficos

durante procesos fermentativos anaerobios.

La menor concentracion microbiana registrada en el Tratamiento 2 pudo estar asociada
a la composicion del mucilago de cacao, el cual contiene polifenoles y compuestos bioactivos
que pueden modular la actividad microbiana, tal como fue descrito por Zambrano-Vélez,

(2023), en fermentaciones de subproductos de cacao.

La presencia de bacterias acido-lacticas en ambos tratamientos evidencio la eficacia de
la solucion madre como inoculo inicial, lo que concuerda con lo sefialado por Consuelo-Corzo
et al. (2025), quienes indicaron que los microorganismos autdctonos presentan alta capacidad

de adaptacion cuando son reproducidos a partir de su ambiente natural.

El uso de agar MRS y del método de siembra en placa por vertido permitié una
cuantificacion confiable de bacterias acido-lacticas, en concordancia con los criterios
microbioldgicos establecidos por APHA (2015) para la evaluacion de cultivos fermentativos

liquidos.

Los resultados confirmaron que la composicion del sustrato influy6 directamente en la
densidad poblacional microbiana, respaldando lo expuesto por Diaz-Quispe & Gonzales-
Lobaton (2022), quienes destacaron que la seleccion adecuada de fuentes de carbono y

nitrégeno resulta determinante para optimizar bioinsumos microbianos de uso agricola.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

En relacion con el primer objetivo, se especificaron y utilizaron adecuadamente los
implementos, materiales y criterios de bioseguridad necesarios para la reproduccion liquida de
microorganismos eficientes autoctonos, lo que permitio ejecutar el proceso de fermentacion
bajo condiciones controladas, minimizando riesgos de contaminacion y garantizando la

estabilidad del sistema.

En relacién con el segundo objetivo, se identificO y caracterizd la presencia
predominante de bacterias acido-lacticas en los microorganismos eficientes autoctonos
obtenidos, mediante técnicas de microbiologia basica, registrandose una concentracion de 1,6
x 108 UFC-mL™" en el Tratamiento 1 y de 1,8 x 10”7 UFC-mL™" en el Tratamiento 2, lo que
evidenci6 una mayor viabilidad y predominancia microbiana en la formulacidén que incorporo
suero de leche y melaza, permitiendo relacionar la composicion del medio fermentativo con el

desempefio del proceso de reproduccion liquida.
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RECOMENDACIONES

Se recomendd replicar el proceso de reproduccion liquida de microorganismos
eficientes autoctonos incorporando mayor numero de repeticiones analiticas y bioldgicas, con
el fin de aplicar analisis estadisticos inferenciales que permitan fortalecer la comparacion entre

tratamientos y aumentar la robustez de los resultados obtenidos.

Se recomendo priorizar el uso de melaza y suero de leche como fuentes de carbono y
nutrientes en la formulaciéon de EMA liquidos, debido a que estas favorecieron una mayor
concentracion de bacterias acido-lacticas, lo que podria mejorar la eficacia del producto final

en aplicaciones agricolas.
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ANEXOS

Anexo 1. Tarrinas utilizadas para la captura de microorganismos eficientes autoctonos,
preparadas con arroz cocinado, melaza y fuente proteica, dispuestas en diferentes puntos del
area de estudio para favorecer la colonizacion microbiana

Anexo 2. Proceso de hidratacion y maceracion del material fermentado capturado, realizado
mediante la adicion de agua no clorada y agitacion manual para la obtencion de la solucion
madre
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Anexo 3. Adicion de solucion madre al tanque de fermentacion

Anexo 4. Incorporacion de yogurt natural al medio liquido

>

Anexo 5. Melaza utilizada como fuente de carbono

REDMI 13C
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Anexo 6. Recuento microbioldgico de bacterias dcido-ldacticas mediante el método de
siembra en placa por vertido (pour plate)
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Anexo 7. Resultado de andlisis de poblacion micologicas

Cadigo. DA-LAB10
INFORME DE RESULTADOS Version: 1
Pagina 1 de 2
Informe No. 2512-9841286
INFORMACION SUMINISTRADA POR EL CLIENTE
Persona o empresa solicitante | Adrian Zambrano Zambrano
Persona de contacto
Nombre ial / identificacio ‘ ™
Fecha de elaboracion | No se indica Fecha de caducidad No se indica
Fecha de muestreo | No se indica Numero de lote No se indica
Condiciones de n
Tipo de envase | Botella plastica transporte de In muestra Temperatura ambiente
Tipo de muestra | Biol Lugar de origen No se indica
INFORMACION DEL LABORATORIO
Codigo de muestra 2512-984
Fecha de ingreso 24/12/2025 Fecha Iniclo de analisis 31/12/2025
Fecha finalizacion de analisis 06/01/2026 Fecha emision de informe 06/01/2025
Realizacién de ensayos Laboratorio permanente —Av. Amazonas y Guayas, Ed. Torre Centre.
RESULTADO DE ANALISIS
PROCEDIMIENTO
PARAMETRO METODO ESPECIFICO DE RESULTADO UNIDAD
ENSAYO
Levaduras
1.1x10°
Poblaciones micologicas Pour plate LABPEE-15 UFC/ml
Mohos
<10
77!.0! a jen Unicame a la muestra tal y como se recibid por parte del ciente.
Queda prohibida la ion parcial de este informe sin permiso por escrio del laboratorio.
Evidencia fotogrifica

LABORATORIOS BIOTECNOLOGICOS ASOCIADOS MICROBIOLAB SA.S
Avenida Amazonas y Guayas, Edificio Torre Centre, Oficina 304 1 microbiolabecuador@gmail. com 1 0995612043
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Anexo 8. Resultado de andlisis de poblacion micologica

Cédigo: DA-LAB10
INFORME DE RESULTADOS Version: 1

Pagina 2 de 2

SIMBOLOGIA
UFC unciades fermacioras cle colenia mi mililitro
UFP unidaces formadoras de propagulos [+] gramo
NMP numero mas prebable N/A na aplica
RES Recuento estimaco estandar % porcentaje

MARIA ESTHER CORTEZ PAZMINO /
RESPONSABLE TECNICO

Microbidloga
Magister en Agi gia y Agricultura Si ikl
LABORATORIOS BIOTECNOLOGICOS ASOCIADOS MICROBIOLAB SA.S
Avenida Amazonas y Guayas, Edificio Torre Centre, Oficina 304 1 microbiolabecuador@gmail.com 1 0995612043
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Anexo 9. Informe de resultados de laboratorio T1 de recuento de bacterias acido-lacticas

Multianalityca S.A.

Laboratorio de Andlisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-MI.116409a
DATOS DEL CLIENTE
Cliente: ZAMBRANO ZAMBRANO ADRIAN ANDRES
Direccién: |EL CARMEN
Teléfono: 0939877583
DATOS DE LA MUESTRA
Descripcién: Microorganismos Liquidos T1
Lote: - Contenido declarado: 100 ml
Fecha de elaboracion: 2025/11/17 Fecha de vencimiento: -
Fecha de recepcion: 2025/12/22 Hora de recepcion: 10:10:36
Fecha de analisis: 2025/12/22 Fecha de emision: 2025/12/29
Material de envase: Plastico
;g:la de muestra realizada EL CLIENTE
Procedencia de los datos: Los resultados reportados en el presente informe se refieren a los datos y a las muestras entregadas por el
cliente a nuestro laboratorio.
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
Color: Caracteristico Olor: Caracteristico
Estado: Liquido Conservacion: Refrigeracion
Temperatura de la muestra: 58 E
RESULTADO MICROBIOLOGIA
PARAMETRO RESULTADO UNIDAD METODO INTERNO METODO DE REFERENCIA
Recuento de Bacterias acido-lacticas 1,6 x 108 UFC/mL MMI-46 MRS AGAR / REP.

Nota 1: UFC/mL= unidades formadoras de colonia por mililitro.

Se prohibe la reproduccion del presente informe de resultados, excepto en su totalidad previa autorizacion escrita de Multianalityca S.A.

Toda la informacion relacionada con datos del cliente e items de ensayo (muestras) y que pueda afectar a la validez de los resultados, ha sido
proporcionada y son responsabilidad exclusiva del cliente. El laboratorio se responsabiliza inicamente de los resultados emitidos los cuales
corresponden a la muestra analizada y descrita en el presente documento.

El laboratorio declina toda responsabilidad, acerca de desvios encontrados en las muestras entregadas por el cliente y que pueden afectar a la
validez de los resultados, particular que es comunicado al cliente en caso de ser detectado por el laboratorio.

El tiempo de almacenamiento de los informes de resultados y toda la informacién técnica relacionada al mismo para dar trazabilidad seré de 5
anos a partir de su fecha de emision. (Punto 8.4.2 CR GAO1 Criterios Generales Acreditacion de Laboratorios de Ensayo y Calibracién segin NTE
INEN- ISO/IEC 17025:2018).

El Tiempo de Retencién de las Muestras en el Laboratorio para ensayos Fisico-Quimicos e Instrumentales partir de la fecha de ingreso sera de
15 dias calendario para muestras perecibles, 30 dias calendario para muestras medianamente perecibles y estables. Muestras para ensayos
microbiolégicos seréa de 5 dias laborables para muestras perecibles, 10 dias laborables para muestras medianamente perecibles y estables a
partir de la fecha de analisis.

Multianalityca S.A. no asume responsabilidad por el uso posterior que el cliente o terceros den a los resultados emitidos. Se receptaran
reclamos Unicamente dentro de los quince (15) dias calendario posteriores a la emision de los resultados; transcurrido dicho plazo, no se
aceptaran reclamaciones de ningun tipo. La responsabilidad financiera del laboratorio se limita exclusivamente al valor pagado por el andlisis
correspondiente a la muestra entregada en ese momento, sin que en ningin caso exceda dicho importe. No se asumiran multas, sanciones ni
dafos indirectos, consecuenciales o emergentes derivados del uso del informe.

EX) Firmado electrénicamente por:
Quim. Nadia Torres

Quim. Nadia Torres
Jefe Division Microbiologia

NCHA - ECUADOR

tianalityca.com

JORGE ERAZO N50-109
02) 330 0247, 33

t. Pagina 1/1 RMI-7.8-01 / Edicién RG: 11
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Anexo 10. Informe de resultados de laboratorio T2 de recuento de bacterias acido-lacticas

Multianalityca S.A.

INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-MI1.116409b
DATOS DEL CLIENTE
Cliente: ZAMBRANO ZAMBRANO ADRIAN ANDRES
Direccion: |EL CARMEN
Teléfono: 0939877583
DATOS DE LA MUESTRA
Descripcién: Microorganismos Liquidos T2
Lote: - Contenido declarado: 100 ml
Fecha de elaboracion: 2025/11/17 Fecha de vencimiento: -
Fecha de recepcion: 2025/12/22 Hora de recepcion: 10:10:36
Fecha de analisis: 2025/12/22 Fecha de emisié 2025/12/29
Material de envase: Plastico
;z«:a de muestra realizada EL CLIENTE
Procedencia de los datos: Los resultados reportados en el presente informe se refieren a los datos y a las muestras entregadas por el
cliente a nuestro laboratorio.
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
Color: Caracteristico Olor: Caracteristico
Estado: Liquido Conservacion: Refrigeracion
Temperatura de la ra: 58°C
RESULTADO MICROBIOLOGIA
PARAMETRO RESULTADO UNIDAD METODO INTERNO METODO DE REFERENCIA
Recuento de Bacterias acido-lacticas 1,8 x 107 UFC/mL MMI-46 MRS AGAR / REP.

Nota 1: UFC/mL= unidades formadoras de colonia por mililitro.

Se prohibe la reproduccion del presente informe de resultados, excepto en su totalidad previa autorizacion escrita de Multianalityca S.A.

Toda la informacioén relacionada con datos del cliente e items de ensayo (muestras) y que pueda afectar a la validez de los resultados, ha sido
proporcionada y son responsabilidad exclusiva del cliente. El laboratorio se responsabiliza inicamente de los resultados emitidos los cuales
corresponden a la muestra analizada y descrita en el presente documento.

El laboratorio declina toda responsabilidad, acerca de desvios encontrados en las muestras entregadas por el cliente y que pueden afectar a la
validez de los resultados, particular que es comunicado al cliente en caso de ser detectado por el laboratorio.

El tiempo de almacenamiento de los informes de resultados y toda la informacion técnica relacionada al mismo para dar trazabilidad sera de 5
anos a partir de su fecha de emision. (Punto 8.4.2 CR GAO1 Criterios Generales Acreditacion de Laboratorios de Ensayo y Calibracion segin NTE
INEN- ISO/IEC 17025:2018).

El Tiempo de Retencién de las Muestras en el Laboratorio para ensayos Fisico-Quimicos e Instrumentales partir de la fecha de ingreso seréa de
15 dias calendario para muestras perecibles, 30 dias calendario para muestras medianamente perecibles y estables. Muestras para ensayos
microbioldgicos sera de 5 dias laborables para muestras perecibles, 10 dias laborables para muestras medianamente perecibles y estables a
partir de la fecha de analisis.

Multianalityca S.A. no asume responsabilidad por el uso posterior que el cliente o terceros den a los resultados emitidos. Se receptaran
reclamos Unicamente dentro de los quince (15) dias calendario posteriores a la emision de los resultados; transcurrido dicho plazo, no se
aceptaran reclamaciones de ningln tipo. La responsabilidad financiera del laboratorio se limita exclusivamente al valor pagado por el anélisis
correspondiente a la muestra entregada en ese momento, sin que en ningln caso exceda dicho importe. No se asumiran multas, sanciones ni
darios indirectos, consecuenciales o emergentes derivados del uso del informe.

g7, Firmado electrénicamente por:
Quim. Nadia Torres

Quim. Nadia Torres
Jefe Divisién Microbiologia

O - PICHINCHA - ECUADOR

dmultianalityca.com

JORGE ERAZO N50-109 Y
02) 330 0247 006

TOBAL SANDOVAL - EL PINAR

85 0928, 099 428 8140 /
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CERTIFICADO DE ANALISIS
magister

TESIS Adridn Zambrano
antiplagio

snNBEet

Nombre del documento: TESIS Adridn Zambrano antiplagio.docx
ID del documento: c574a5ee17a3c72545de831ffdb5fa5e1974e933
Tamafio del documento original: 2,88 MB

Ubicacién de las similitudes en el documento:

Fuentes principales detectadas

N° Descripciones

® Viene de de mi biblioteca
4 fuentes similares

repositorio.uteq.edu.ec

4 fuentes similares

® Viene de de mi grupo

https://repositorio.uteq.edu.ec/bitstream/43000/5374/1/T-UTEQ-02

Gordillo Rodriguez Michael Andrey-Plagio.docx | Gordillo Rodriguez Mi...

5%

Textos
sospechosos

Depositante: Nexar Cobefia Loor
Fecha de depésito: 3/2/2026
Tipo de carga: interface

fecha de fin de analisis: 3/2/2026

Similitudes

2%

1%

scielo.sld.cu | Microorganismos eficientes, propiedades funcionales y aplicacione...

http://sciela.sld.cu/scielo.php?script=sci_abstract&pid=:

2 fuentes similares

Fuentes con similitudes fortuitas

N° Descripciones

Documento de otro usuario #76b7h2
® Viene de de otro grupo

® ® ® O B

3-57852019000200033

repositorio.unsch.edu.pe | Evaluacion del biol obtenido a partir de microorganis...
https://repositorio.unsch.edu.pe/items/49a7dc9d-d0bb-4c7f-b1f5-b5833ad4d354d/full

repositorio.uta.edu.ec | Evaluacién de microorganismos eficientes autéctonos a...
https://repositorio.uta.edu.ec:8443/jspui/bitstream/123456789/2217/17

bdigital.zamorano.edu | Evaluacion de la eficiencia de Microorganismos de Mon...
https://bdigital.zamorano.edu/items/0cb50b1b-175d-4255-b2¢8-ca9ff1f9¢327

poballe.com | Melaza de Cafay Remolacha: Beneficios para Animales y Plantas - ...
https://poballe.com/melaza-cana-remolacha-alimentacion-animal-fertilizante/

Similitudes

<1%

22agr.pdf

(O 5% Similitudes

&y 0% ldiomas no reconacidos
® 22% Textos potencialmente generados porlalA
(ignorado)

Numero de palabras: 7685
Numero de caracteres: 54.398

[iN §

Ubicaciones Datos adicionales

(O Palabras idé

(D Palabras idénticas: 1% (

Ubicaciones Datos adicionales
! (D) Palabras idénticas: < 1% (16 p
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‘ (0 Palabras id
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